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橋剤 (PEG 型モノマー)を用いて，独自の手法により，共連続構造を有する PEG 型ポリマーを合成し
た (Moli-gel と呼称)0 Moli-gel には生理活性物質担持のための官能基としてアミノ基を選択し，固相上
のアミノ基の簡便な定量方法についても検討した。
2. ミクロ環境の制御とタンパク質捕捉実験: 1 で合成した Moli-gel に非ステロイド系抗炎症剤である
Ketoprofen, Ibuprofen, Aspirin (リガンド)を担持した。この際， Moli-gel 上のリガンド担持密度の
変化や， リガンドの周りに代表的な疎水基である octadecyl (C18) 基の導入を行い， リガンド周りの環
境を分子レベルで、変化させ，これらのリガンドの共通の標的タンパク質である cyclooxygenase-l
司、〆/' (cox-1) (COX-l は，膜結合性タンパクであり，疎水
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Figure 1 Chemical structure of じ構造を持つ 2-methacryloyloxyethyl 
2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine 
phosphorylcholine (MPC , Figure 1)を Moli-gel の
合成に用いた PEG 型モノマーと共重合，または，ポ
リマーにして Moli-gel 上に導入した。その後， MPC を導入したポリマーの表面特性を評価するプロー
プとして， 4-carboxybenzenesulfonamide (Sul), Ibuprofen を担持し，それぞれのプロープの標的タン
パク質である carbonic anhydrase 1 (CAII), COX-l の捕捉を検討した。
3. MC-LR の標的タンパク質検索と毒性発現作用機構の解明:本研究では， MC の同族体の一つで，最
も多くの被害が報告されている MC-LR (Figure 2) を Moli-gel に担持し，標的タンパク質検索を行った。
第 1 の MC 担持方法は， Moli-gel のアミノ基と 3-mercaptopropionic acid を縮合反応させ， Moli-gel 
に SH 基を導入した後， MC-LR の Mdha 部位にあるピニル基と求核反応させた。第 2 の MC 担持方法
は， Moli-gel のアミノ基と MC-LR のカルボ、キシル基を縮合反応させた。これら MC-LR を担持した
Moli-gel と，プタ肝臓から調製したタンパク質混合溶液(lysate) を混合しタンパク質捕捉実験を行っ
















Figure 2 Chemical structure of MC-LR 
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{結果と考察】
1. Moli-gel はアミノ基密度を制御して作製することが可能であり，アミノ基密度が最大の Moli-gel では






2. リガンド担持密度を変化させた Moli-gel を用いて行った COX-l 捕捉実験では，リガンド担持密度と
COX-l 捕捉量に相闘があった。比較として Toyopearl™を用いて行った同様の実験では，リガンド担持
密度と COX-l 捕捉量に相闘がなかった。この結果より， Moli-gel 上のリガンドと標的タンパク質との
間では正常な相互作用が働いていることが示された。また， Moli-gel 上のリガンド周りに C18基を導入
することにより， C18基を導入しなかった場合と比較して， COX-l の捕捉量が向上することがわかった。
これは，リガンド周りの環境が疎水基を導入することにより COX-l の存在環境に近くなり， COX-l が
機能する場としてより優位になったためであると考えられる 6。さらに， MPC を用いた検討では，いず
れのプロープの場合も MPC の導入方法によらず， MPC 導入量が多いほど，非特異的タンパク質の吸
着が抑制され， MPC の導入は，ポリマーの親水性を高める要因となることがわかった。 Sul をプロープ
とした場合， MPC と Moli-gel の合成に用いた PEG 型モノマーとの共重合により MPC をポリマー内部
に導入したポリマーにおいて CAII 捕捉量が増加した。しかし，ポリマーにした MPC を Moli-gel 上に
導入したポリマーでは， CAII 捕捉量は減少した。これは，ポリマーにした MPC 表面に水の層が形成し，
ポリマー表面に極度な親水性を与えたことが CAII捕捉を不利にしたと考えられる。この結果より， MPC
の存在状態の違いが標的タンパク質捕捉に大きく影響を及ぼすことが明確になった。一方， Ibu をプロ
ープとした場合，いずれのポリマーにおいても COX-l は捕捉されなかった。先の CAII は親水的環境に





3. MC-LR の担持方法を変えて行ったタンパク質捕捉試験の SDS-PAGE による解析結果を Figure 3a, b 
に示す。図中の(+)， (・)は，タンパク質捕捉実験を行った際の lysate への MC-LR の添加の有無を示
す。 MC-LR を担持した Moli-gel で捕捉されたと考えられるタンパク質のバンドを矢印で示した。 (a) で，
より多くのタンパク質が捕捉されたことがわかった。また， (-), (+)間でバンドの強度に差が見られた
バンドも (a) の方がより多く観察された(黒三角印)。このように MC-LR の担持部位の違いにより，
相互作用するタンパク質に違いがあることを明確に確認することができた。また， (a) , (b) で捕捉され
たタンパク質を LC店店品目， Mascot database で検索した結果，候補となるタンパク質を同定すること
円t? ?
れている。本研究では，固相担体として，エチレンオキシド鎖を有する一官能性モノマー，および，架
橋剤 (PEG 型モノマー)を用いて，独自の手法により，共連続構造を有する PEG 型ポリマーを合成し
た (Moli-gel と呼称)0 Moli-gel には生理活性物質担持のための官能基としてアミノ基を選択し，固相上
のアミノ基の簡便な定量方法についても検討した。
2. ミクロ環境の制御とタンパク質捕捉実験 1 で合成した Moli-gel に非ステロイド系抗炎症剤である
Ketoprofen, Ibuprofen, Aspirin (リガンド)を担持した。この際， Moli-gel 上のリガンド担持密度の
変化や， リガンドの周りに代表的な疎水基である octadecyl (C18) 基の導入を行い， リガンド周りの環
境を分子レベノレで、変化させ，これらのリガンドの共通の標的タンパク質である cyclooxygenase-l
司、V (COX-l) (COX-l は，膜結合性タンパクであり，疎水
I /0, \〈人 的環境に存在川、る。)の捕捉にどのような影響を/\/0\/\/、-y-J バ > γ .0 及ぼすか検討した。さらに， リガンド周りの環境を
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Figure 1 Chemical structure of じ構造を持つ 2・methacryloyloxyethyl
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phosphorylcholine (MPC , Figure 1)を乱101i-gel の
合成に用いた PEG 型モノマーと共重合，または，ポ
リマーにして Moli-gel 上に導入した。その後， MPC を導入したポリマーの表面特性を評価するプロー
プとして， 4-carboxybenzenesulfonamide (8ul), Ibuprofen を担持し，それぞれのプロープの標的タン
パク質である carbonic anhydrase 1 (CAII), COX-l の捕捉を検討した。
3. MC-LR の標的タンパク質検索と毒性発現作用機構の解明:本研究では， MC の同族体の一つで，最
も多くの被害が報告されている MC-LR (Figure 2) を Moli-gel に担持し，標的タンパク質検索を行った。
第 1 の MC 担持方法は， Moli-gel のアミノ基と 3-mercaptopropionic acid を縮合反応させ， Moli-gel 
に 8H 基を導入した後， MC-LR の Mdha 部位にあるビニル基と求核反応させた。第 2 の MC 担持方法
は， Moli-gel のアミノ基と MC-LR のカルボキシル基を縮合反応させた。これら MC-LR を担持した
Moli-gel と，ブタ肝臓から調製したタンパク質混合溶液(lysate) を混合しタンパク質捕捉実験を行っ




















L-3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase 
(HDHA) が同定された。 (westernblot 
法により， HDHA の捕捉を確認した









ロンボキサン A2 (TXA2) に代謝される
ことで MC-LR の毒性が発現すると言
われている。 したがって，先の結果か
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Figure 3 Results of protein capturing tests using Moli-gel 
immobilizing MC-LC though SH groups (a) or amino 
groups (b) on Moli-gel. (c) Confirmation of capturing HDHA 
by western blot ら， MC-LR が， HDHA に結合するこ
とにより，通常のアラキドン酸の酸化
反応が抑制され，結果として TXA2 への代謝が促進され， MC-LR の毒性が発現すると考えられる。 ま
た，興味深いことに， Figure 3a の NO.14 のバンドにおける検索結果では，解毒反応過程で機能する
glutathione S transferase (GST) が候補として挙がった。 MC-LR による GST の活性阻害を， MC-LR 
の Mdha のビニル基をメチル化した Dhb-MC-LR (毒性は MC-LR と同等)を用いて検討した結果， GST
は Dhb-MC-LR によりその活性が阻害されることが明らかになった。 すなわち， GST は MC-LR により
その活性が阻害されることがわかった。 よって， GST の MC-LR による活性阻害により，通常の細胞内
の解毒反応が機能しなくなると考えられる。 以上の結果より，これまで未知であった MC-LR の標的タ
ンパク質を見出し， MC-LR の毒性発現作用機構を明らかにした 9。
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9) ミクロシスチンの標的タンパクに ωIX1 は含まれているのか?
現閥帯では捕捉できていない。
等で、あった。内容はリガンド周りのミクロ環境の制卸の成功およびそのミクロ環境がタンパク樹足に及ぼす
影響についてのものであり，答弁も概ね良好であった。また，自身のわレを環境毒の標的タンパク質検索に応
用し，その未知の毒性発現の樹蕃を明らかにするなど，設定した目的，求められる成果に対して，充分な成果
をのこし，専門レベルで合格と評価できる。
また，質蹴答の中で行われた一脚句な知識に対する設問に対する答えも良好であり，基礎知識に関する
課題も合格と判断できる。
よって，本論文同専士(学術)の学位論文として合格と認める。
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